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(p4) SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES POUR LA MISE EN OEUVRE D'UN PROCEDE D'IDENTIFICATION 
GENETIQUE DE POPULATIONS BOVINES ET DE PRODUITS DERIVES. 

La presente invention a pour objet I'utilisation de se- 
quences nucleotidiques correspondant aux differentes for- 
mes alleliques du gene Extension du genome bovin, encore 
designe gene E, ou correspondant a des fragments de ces 
differentes formes alleliques, pour la mise en oeuvre d'un 
precede d'identification des differentes populations ou ra- 
ces bovines, ou de differents troupeaux bovins regroupant 
chacun plusieurs populations ou races bovines. 
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SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES POUR LA MISE EN OEUVRE DUN 
PROCEDE D 1 IDENTIFICATION GENETIQUE DE POPULATIONS BOVINES 
ET DE PRODUITS DERIVES 



La presente invention a pour objet l'utilisation de sequences nucleotidiques dans 
le cadre de la mise en ceuvre d'un procede d' identification genetique de populations 
bovines, et plus particulierement de populations bovines frangaises, et de produits 
derives. 

Le gene Extension code un recepteur de V hormone de stimulation des 
melanocytes (ou hormone MSH), et a ete decrit dans 1'article de Vanetti et al., FEBS 
Letters, 348, 268-272 (1994). 

Ce recepteur de MSH jbue un role majeur dans la regulation de la synthese du 
pigment noir (ou eumelanine) ou du pigment rouge (phaeomelanine) a l'interieur des 
melanocytes. 

Trois alleles du gene Extension ont ete decrits jusqu'a present, a savoir l'allele E 
(encore designe £ + ), l'allele £° et l'allele e representes sur la figure 1, et decrits dans 
1'article de Klungland et al., Mammalian Genome, 6, 636-639 (1995). 

II a ete determine, dans 1'article de Klungland et al. susmentionne, que l'allele 
porte une mutation specifique d'un nucleotide faisant apparaitre un site Acil et que 
cet allele dominant est lie a la couleur noire des robes de la population ou race 
bovine norvegienne NRF, tandis que la deletion d'un nucleotide au niveau d'un site 
BsrFl present dans l'allele e y produit chez cette population bovine norvegienne une 
robe de couleur rouge pour le genotype e/e. L'allele sauvage E est lie a plusieurs 
couleurs possibles de robes. 

Toutefois, les genotypes des autres races ou populations bovines norvegiennes 
determines dans 1'article de Klungland et al. susmentionne, par detection de la 
presence de ces trois alleles £ + , et e, ne se sont pas reveles suffisamment 
caracteristiques pour permettre aux auteurs de cet article de conclure sur la possibility 
d'utiliser ces alleles pour 1* identification de populations bovines particulieres, ou de 
troupeaux bovins particuliers. 

Ainsi, a l'heure actuelle, 1' identification des populations ou races bovines peut 
etre essentiellement effectuee par observation des caracteristiques phenoty piques 
(telles que la couleur de. la robe, des extremites, des muqueuses, du contour des yeux, 
ou le cornage, la conformation, le port de 1' animal) de 1 'animal entier sur pied, ou 
juste apres abattage, et, le cas echeant, a 1'aide d'un suivi administratif rigoureux de 
Tanimal depuis sa naissance jusqu'a 1'abattoir. 
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De telles methodes reposent sur des criteres globaux qui ne permettent pas 
toujours d' identifier avec certitude ou bonne precision la population ou race bovine a 
laquelle appartient I' animal) et ce, surtout lorsque Ton ne dispose pas d'un suivi 
administratif rigoureux de cet animal. 

Par ailleurs, ces methodes sont effectuees sur I'animal entier, mais ne 
permettent pas de controler l'origine de produits derives des animaux, a savoir 
principalement des produits commerciaux tels que sang, viandes, abats, os, embryons, 
spermes, ovules. 

Un des buts de la presente invention est de fournir des sequences nucleotidiques 
permettant 1' identification de populations ou races bovines, ou de troupeaux bovins 
regroupant plusieurs populations ou races bovines, a partir d'un echantillon 
biologique preleve sur i'animal. 

L' invention a egalement pour but de fournir de nouveaux procedes 
d' identification de populations ou races bovines, ou de troupeaux bovins, effectues a 
partir d'echantillons biologiques preleves sur les animaux. 

Un autre but de V invention est celui de fournir de nouveaux procedes permettant 
de controler, voire de certifier, 1'appartenance, ou la non appartenance, d'un animal, 
ou d'un produit derive de ce dernier, a une population ou race bovine determinee, ou 
a un troupeau bovin determine. 

L* invention a egalement pour but de fournir de nouvelles amorces pour 
l'amplification genique, ainsi que des sondes nucleotidiques, utilisables dans le cadre 
de la mise en ceuvre des procedes susmentionnes. 

Un autre but de V invention est celui de fournir des kits (ou trousses) pour la 
mise en ceuvre des procedes susmentionnes. 

L'invention decoule de la decouverte faite par les inventeurs, d'un nouvel allele 
du gene Extension (ou gene E), ce nouvel allele etant designe dans ce qui suit allele 
£/, et est represents sur la figure 1. 

L'invention est illustree a l'aide des figures 1 a 3 suivantes : 

- Figure 1 : alignements compares des sequences nucleotidiques des quatre 
alleles £, e, E D , et Ej, identifies dans les populations bovines d'origine francaise, 

- Figure 2 : positionnement des amorces "sens" (encore designee la ci-apres) 
et "antisens" (encore designee Ha ci-apres) et des sites de clivage potentiels par les 
endonucleases Acil et BsrFl sur des fragments de 473 pb de l'allele Ej 7 461 pb des 
alleles E et E& 9 et 460 pb de Tallele e\ le positionnement des amorces est indique a 
l'aide de fleches horizontales, et celui des sites de clivage a l'aide de fleches 
verticales, 
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- Figure 3 : representation des different genotypes observes du gene Extension 
dans des populations ou races bovines frangaises, en comparaison avec Tensemble des 
genotypes possibles ; 

. A : avant digestion par les enzymes Acil et Bsr¥l ; Ies pics de gauche a 
droite correspondent respectivement au fragment de 460 ou 461 nucleotides 
caracteristique des alleles e, ou E et respectivement, et a celui de 473 nucleotides 
caracteristique de l'allele Ej y lesdits fragments etant eux-memes obtenus par 
amplification a l'aide des amorces la et Da susmentionnees ; 

. B : apres digestion par les enzymes Acil et BsrFl des fragments obtenus par 
amplification a 1'aide des amorces la et Ila susmentionnees ; les pics de gauche a 
droite correspondent respectivement : 

. au fragment de 59 nucleotides caracteristique de Tallele 
. au fragment de 71 nucleotides caracteristique, en combinaison avec 
le fragment de 461 nucleotides susmentionne, de 1' allele £, ou en combinaison avec le 
fragment de 473 nucleotides susmentionne, de l'allele Ej y 

. et au fragment de 91 nucleotides caracteristique de l'allele e. 
L'invention a pour objet l'utilisation de sequences nucieotidiques correspondant 
aux differentes formes alleliques du gene Extension du genome bovin, ou 
correspondant a des fragments de ces differentes formes alleliques, pour la mise en 
oeuvre d'un procede d' identification des differentes populations ou races bovines, ou 
de differents troupeaux bovins regroupant chacun plusieurs populations ou races 
bovines. 

En d'autres termes, V invention a pour objet 1' application du typage des alleles 
du gene Extension, et plus particulierement des alleles £/, E, E° et a la mise en 
oeuvre de procedes, tels que decrits ci-apres, d' identification specifique de 
populations ou races bovines, ou de troupeaux bovins, permettant de certifier 
Tappartenance d'un animal donne a une population ou race, ou a un troupeau 
particulier, ou, au contraire, de certifier Texclusion de cet animal de cette population 
ou race, ou de ce troupeau particulier. 

L'invention a plus particulierement pour objet l'utilisation de sequences 
nucieotidiques correspondant a l'allele Ej represente sur la figure 1, ou a des 
fragments de Pallele E Iy en combinaison avec les sequences nucieotidiques 
correspondant aux differentes formes alleliques E, E° et e, representees sur la figure 
1, ou a des fragments de ces differentes formes alleliques, pour la mise en oeuvre d'un 
procede d' identification susmentionne. 

Avantageusement les fragments de l'allele Ej utilises dans le cadre de la 
presente invention sont : 
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- soit des fragments susceptibles d'etre detectes, notamment les fragments de 
Tallele Ej decrits ci-apres, et plus particulierement ceux comprenant au moins la 
sequence nucleotidique delimitee par le nucleotide situe aux environs de la position 
285 (plus ou moins iin ou deux nucleotides) et le nucleotide situe en position 681 de la 
sequence de Tallele Ej represents sur la figure 1, notamment le fragment de 473 pb 
represente sur la figure 2, 

- soit des amorces utilisees par couple, et choisies de telle fagon que Tune des 
deux sequences d'un couple d'amorces s'hybride avec une sequence d'environ 10 a 
environ 30 nucleotides comprise dans la sequence nucleotidique complementaire de la 
sequence delimitee par les nucleotides situes aux positions 1 et environ 285 (plus ou 
moins un ou deux nucleotides) des sequences nucleotidiques des alleles E, e, E D , ou 
Ej, representees sur la figure 1, tandis que T autre sequence de ce meme couple 
s'hybride avec une sequence d'environ 10 a environ 30 nucleotides comprise entre les 
nucleotides situes aux positions 670 et 954 des sequences nucleotidiques des alleles E 
ou E® representees sur la figure 1, ou comprise entre les nucleotides situes aux 
positions 669 et 953, ou 682 et 966 des sequences nucleotidiques representees sur la 
figure 1 des alleles e et Ej respectivement, notamment le couple d'amorces Ia/IIa 
decrit ci-apres. 

L' invention a egalement pour objet Tutilisation de sequences nucleotidiques 
susmentionnees, pour la mise en oeuvre d'une methode de controle, voire de 
certification, de l'appartenance ou de la non-appartenance d'un animal a une 
population ou race bovine particuliere, ou a un troupeau bovin particulier, comme par 
exemple a un troupeau laitier ou boucher. 

L* invention a egalement pour objet Tutilisation de sequences nucleotidiques 
susmentionnees, pour la mise en oeuvre de methodes telles que definies ci-dessus 
d r identification de populations ou races bovines ou de troupeaux bovins d'origine 
franchise. 

L' invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique caracterisee en 
ce qu'elle correspond a 1' allele Ej represente sur la figure 1, ou aux fragments 
suivants de 1 'allele Ej : 

- tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par le 
nucleotide situe a la position 285 (plus ou moins deux nucleotides), et, d'autre part, 
par le nucleotide situe a la position 681 de la sequence nucleotidique de 1' allele Ej 
representee sur la figure 1, notamment le fragment de 473 paires de bases de Tallele 
Ej represente sur la figure 2, 

- tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par un 
nucleotide situe entre les positions 1 et 285 (plus ou moins deux nucleotides), et, 
d'autre part, par le nucleotide situe a la position 307, de la sequence nucleotidique de 
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l 1 allele £7 representee sur la figure 1, notamment le fragment de 92 paires de bases 
delimite par les nucleotides situes aux positions 1 et 92 de la sequence nucleotidique 
de 1' allele Ej representee sur la figure 2, 

- tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par le 
nucleotide sitae a la position 308 ou 328, et, d'autre part, par le nucleotide situe a la 
position 681 de la sequence nucleotidique de I' allele Ej representee sur la figure 1, 
notamment: 

. tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par 
le nucleotide situe a la position 308 ou 328, et, d'autre part, par un nucleotide situe 
entre la position 691 (plus ou moins deux nucleotides), et la position 966 de la 
sequence nucleotidique de 1' allele E] representee sur la figure 1, 

. le fragment de 381 paires de bases de V allele Ej, correspondant a la 
sequence nucleotidique de 1' allele Ej representee sur la figure 2, et delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 93 et 473. 

L' invention concerne egalement toute sequence nucleotidique caracterisee en ce 
qu'elle correspond aux fragments suivants de 1' allele : 

- le fragment de 461 paires de bases de 1' allele E& represente sur la figure 2, 

- le fragment de 59 paires de bases de l'allele correspondant a la sequence 
nucleotidique de l'allele E D representee sur la figure 2, et delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 1 et 59. 

L' invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique caracterisee en 
ce qu'elle correspond aux fragments suivants de l'allele E : 

- le fragment de 461 paires de bases de l'allele E represente sur la figure 2, 

- le fragment de 71 paires de bases de 1' allele E, correspondant a la sequence 
nucleotidique de 1' allele E representee sur la figure 2, et delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 1 et 71, 

- le fragment de 369 paires de bases de l'allele £, correspondant a la sequence 
nucleotidique de I' allele E representee sur la figure 2, et delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 93 et 461. 

L' invention concerne egalement toute sequence nucleotidique caracterisee en ce 
qu'elle correspond aux fragments suivants de l'allele e : 

- le fragment de 460 paires de bases de T allele e represente sur la figure 2, 

- le fragment de 91 paires de bases de l'allele e y correspondant a la sequence 
nucleotidique de l'allele e representee sur la figure 2, et delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 1 et 91. 

L* invention a plus particulierement pour objet toute sequence nucleotidique 
caracterisee en ce qu'elle comprend : 
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- la sequence nucleotidique la suivante ; 

■» 

la : 5' CCTGGCTGTGTCTGACCTGCTGGTG 3 ' ■ 

ou tout fragment d'au moins environ 10 nucleotides contigus de cette sequence 
la, ou toute sequence derivee de cette sequence la, ou d'un fragment susmentionne de 
cette derniere, notamment par suppression et/ou substitution et/ou addition d'un ou 
plusieurs nucleotides de ces derniers, lesdits fragments ou sequences derivees 
s'hybridant, tout comme la sequence la, avec tout ou partie de la sequence 
nucleotidique complementaire des sequences nucleotidiques delimitees par les 
nucleotides situes aux positions 1 et 25, et representees sur la figure 2, des alleles E, 
e, ou Ej. 

L' invention a plus particulierement encore pour objet toute sequence 
nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence nucleotidique Ha suivante ; 

Ha : 5' GATGAATGGGGCGCTGCCTCTTCTG 3' 

ou tout fragment d'au moins environ 10 nucleotides contigus de cette sequence 
Ila, ou toute sequence derivee de cette sequence Ha, ou d'un fragment susmentionne 
de cette derniere, notamment par suppression et/ou substitution et/ou addition d'un ou 
plusieurs nucleotides de ces derniers, lesdits fragments ou sequences derivees 
s'hybridant, tout comme la sequence Ila, avec tout ou partie des sequences 
nucleotidiques delimitees par les nucleotides situes aux positions 449 et 473 de l'allele 
Ej, ou 436 et 461 des alleles E D et £, ou 435 et 460 de l'allele e 9 et representees sur 
la figure 2. 

L'invention concerne egalement les couples d'amorces, dont chacune des deux 
amorces comprend, independamment l'une de l'autre, environ 10 a environ 30 
nucleotides, lesdits couples d' amorces etant caracterises en ce qu'ils sont choisis de 
telle fagon que l'une des deux sequences d'un couple d'amorces s'hybride avec une 
sequence d'environ 10 a environ 30 nucleotides comprise dans la sequence 
nucleotidique complementaire de la sequence delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 1 et environ 285 des sequences nucleotidiques des alleles E, e, E&, ou £/, 
representees sur la figure 1, tandis que l'autre sequence de ce meme couple s'hybride 
avec une sequence d'environ 10 a environ 30 nucleotides comprise entre les 
nucleotides situes aux positions 670 et 954 des sequences nucleotidiques des alleles E 
ou E D representees sur la figure I, ou comprise entre les nucleotides situes aux 
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positions 669 et 953, ou 682 et 966 des sequences nucleotidiques representees sur la 
figure 1 des alleles e et Ej respectivement. 

Des couples d'amorces (encore designes ci-apres I/II) pour 1' amplification 
genique, et representant des couples d'amorces preferes dans le cadre de la presente 
invention, sont ceux caracterises en ce que : 

- Tune des amorces est choisie parmi les sequences comprenant la sequence la, 
ou tout fragment ou toute sequence derivee de cette derniere, tels que definis ci- 
dessus, ladite amorce etant avantageusement marquee, notamment de maniere 
radioactive ou fluorescente, 

- tandis que Fautre amorce est choisie parmi les sequences comprenant la 
sequence Ua, ou tout fragment ou toute sequence derivee de cette derniere, tels que 
definis ci-dessus, ladite amorce etant avantageusement marquee, notamment de 
maniere fluorescente (avantageusement avec un fluorochrome different de celui utilise 
pour le marquage de V amorce precedente). 

Un couple d'amorces particulierement prefere est celui constitue des sequences 
la et Ha susmentionnees, 

L'invention a egalement pour objet tout procede d 'identification de populations 
ou races bovines, ou de troupeaux bovins regroupant plusieurs populations ou races 
bo vines, notamment des troupeaux laitier et boucher, ledit procede etant effectue a 
partir d'un echantillon biologique preleve sur I' animal, notamment a partir de sperme, 
embryon, sang, lait, poils, carcasse, abats, os, ou viande, ou autres produits derives 
de ces derniers, et permettant de controler, voire de certifier, l'appartenance ou la 
non-appartenance de 1' animal sur lequel a ete preleve ledit echantillon biologique a 
une population ou race bovine, ou a un troupeau bovin particuliers, ce procede 
comprenant : . 

- une etape d 1 amplification du nombre de copies des differentes formes 
alleliques du gene E, a savoir des alleles E, et/ou e, et/ou et/ou Ej y et/ou des 
fragments de ces formes alleliques, specifiques d'une population ou race bovine ou 
d'un troupeau determines, et susceptibles d'etre presents dans ledit echantillon 
biologique, 

- une etape de detection desdites formes alleliques ou fragments de ces 
dernieres, le cas echeant apres digestion enzymatique de ces formes alleliques ou 
fragments, a l'aide d'enzymes de restriction appropriees, 

- le cas echeant, la detection d'un ou plusieurs autres fragments d'ADN 
specifiques de populations ou races bovines determinees, afin de differencier lesdites 
populations bovines au sein d'un meme troupeau, notamment de fragments d'ADN 
provenant de 1' amplification de genes ou de parties des genes impliques dans la 
coloration des robes des bovides, notamment : 
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. le gene c-kit (Kubota, T., Hikono, H., Sasaki, E. and Sakurai, M. (1994) 
Sequence of a bovine c-kit proto-oncogene cDNA, Gene, 141, 305-306), 

. le gene steel (Zhou, J.H., Hikono, H., Ohtaki, M., Kubota, T. and 
Sakurai, M. (1994) Cloning and characterization of cDNAs encoding two normal 
isoforms of bovine stem cell factor, Biochim. Biophys. Acta, 1223, 148-150), 

. les genes codant les recepteurs des endothelines (Saito, Y., Mizuno, T., 
Itakura, M., Suzuki, Ito, T. f Hagiwara, H., and Hirose, S. (1991) Primary structure 
of bovine endothelin ETB receptor and identification of signal peptidase and metal 
proteinase cleavage sites, /. Biol. Chem., 266, 23433-23437), 

. le gene agouti (Miller, M. W., Duhl, D.M.J. , Vrieling, H., Cordes, S.P., 
Ollmann, M.M., Winkes, B.M. and Barsh, G.S. (1993) Cloning of the mouse agouti 
gene predicts a secreted, protein ubiquitously expressed in mice carrying the Lethal- 
Yellow mutation, Genes Dev., 7, 454^67), 

. le gene codant la tyrosinase (Del Marmol, V. and Beermann, F. (1996) 
Tyrosinase and related proteins in mammalian pigmentation, FEBS Lett., 381, 165- 
168), 

. les genes codant les proteines reliees a la tyrosinase, tels que TYRP1 
(Nonneman, D., Shibuya, H. and Johnson, G.S. (1996) A BstUI PCR/RFLP in the 
bovine tyrosinase-related protein-1 (TYRP1) gene, Arum. Genet., 27, 218-219) et 
TYRP2 (Jackson, I.J., (1998) A cDNA encoding tyrosinase-related protein maps to 
the brown locus in mouse, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 85, 4392-4396 ; Hawkins, 
G.A., Eggen A., Hayes, H., Elduque C, Bishop, M.B. (1996) Tyrosinase-related 
protein-2 (DCT ; TYRP1) maps to bovine chromosome 12, Mammalian Genome, 7, 
474-475). 

L' invention a plus particulierement pour objet tout procede d* identification tel 
que defini ci-dessus, caracterise en ce que l'etape d' amplification du nombre de copies 
des differentes formes alleliques du gene E, ou des fragments de ces formes 
alleliques, est effectue a I'aide d'un couple d'amorces tel que defini ci-dessus, 
permettant V amplification du nombre de copies de tout allele E, e, E D , ou Ej, 
represents sur la figure 1, ou du nombre de copies de tout fragment des alleles E, e, 
E®, ou Ei, susmentionnes, lesdits fragments comprenant au moins les sequences 
nucleotidiques delimitees par les nucleotides situes aux positions 285 et 669 sur la 
figure 1, dans le cas des alleles E et EP^ ou au moins la sequence nucleotidique 
delimitee par les nucleotides situes aux positions 285 et 668 sur la figure 1, dans le 
cas de T allele e, ou au moins la sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 285 et 681 sur la figure 1, dans le cas de Tallele Ej. 

Avantageusement, l'etape d'amplification du nombre de copies des differentes 
formes alleliques du gene £\ et/ou des fragments de ces formes alleliques, dans le 
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cadre des procedes d' identification susmentionnes de l'invention, est effectuee a l'aide 
d'un couple d'amorces choisi parmi les couples I/II, et plus particulierement le couple 
Ia/IIa, definis ci-dessus, permettant i 'amplification du nombre de copies des fragments 
de 461 paires de bases des alleles E et E D y ou du fragment de 460 paires de bases de 
1' allele e, ou du fragment de 473 paires de bases de V allele £7, ces fragments etant 
represents sur la figure 2. 

L'invention a plus particulierement pour objet tout procede d' identification tel 
que defini ci-dessus, caracterise en ce que Tetape d' amplification genique est effectuee 
dans les conditions suivantes : 

- le melange reactionnel utilise comprend : 

. ADN present dans l'echantillon (100 ng//il) 2 /xl 

. Amorces (10 pmol//xl) 2 /xl de chaque 

. dNTP (2,5 mM de chaque) 2 /xl 

• MgCl2 (25 mM) 3 /xl 

. Tampon 10X (100 mM Tris-HCl pH9 ; 

500 mM KC1 ; 1 % Triton X 100) 5 /xl 

. Taq ADN polymerase (5 Unites//xl) 0,2 /xl 

. H2O q.s.p. 50 /xl 

- les conditions d'amplification utilisees sont les suivantes : 

. 1 cycle comprenant les etapes suivantes : 
Denaturation 94 °C - 5 mn 

Hybridation 60°C - 30 s 

Elongation 72°C - 1 mn 

; 35 fois le cycle comprenant les etapes suivantes 
Denaturation 94 °C - 1 mn 

Hybridation 60°C - 30 s 

Elongation 72°C - 1 mn 

. 1 cycle d'elongation a 72°C pendant 10 mn. 
Avantageusement, la detection, apres l'etape d'amplification effectuee dans le 
cadre de la mise en oeuvre d'un procede d' identification selon 1' invention, d'une 
. sequence amplifiee contenant au moins la sequence nucleotidique delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 285 et 681 de l'allele Ej represents sur la figure 1, 
telle que la sequence amplifiee, lorsque le couple d'amorces utilise est choisi parmi 
les couples I/II, et plus particulierement le couple Ia/IIa t definis ci-dessus, 
correspondant au fragment de 473 paires de bases de l'allele Ej represents sur la 
figure 2, a savoir d'une sequence amplifiee dont la taille est superieure de 12 ou de 13 
paires de bases par rapport a la taille theorique des autres sequences susceptibles 
d'etre amplifiees respectivement a partir des alleles E et ou de l'allele e y a 1'aide 
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du couple d'amorces utilise, correspond a la detection de la presence d'une forme 
allelique Ej dans l'echantillon etudie. 

L* invention a plus particulierement pour objet tout procede d' identification tel 
que decrit ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend, apres I'etape d'amplification, 
et Ie cas echeant, de detection de 1* allele Ej : 

- une etape de digestion enzymatique a 1'aide des enzymes de restriction Acil et 
BsrFl des differentes formes alleliques du gene £, ou des fragments de ces formes 
alleliques, ayant ete amplifies, 

- suivie d'une etape de detection des eventuels differents fragments d'ADN 
susceptibles d'etre obtenus apres traitement par lesdites enzymes (encore designes ci- 
apres fragments de digestion), a savoir des fragments d'ADN suivants : 

. tout fragment d'ADN correspondant a une sequence nucieotidique delimitee 
d'une part, par un nucleotide situe en l'une des positions 1 a environ 285, et, d'autre 
part, par le nucleotide situe en position 295 de la sequence nucieotidique de l'allele 
representee sur la figure 1, notamment, lorsque le couple d'amorces utilise est 
choisi parmi les couples I/II, et plus particulierement le couple Ia/IIa, definis ci- 
dessus, le fragment de 59 paires de bases de l'allele E& susmentionne, et dont la 
detection est correlable a la presence d'une forme allelique E D dans l'echantillon 
etudie, 

. tout fragment d'ADN correspondant a une sequence nucieotidique delimitee 
d'une part, par un nucleotide situe en Tune des positions 1 a environ 285, et, d'autre 
part, par le nucleotide situe en position 307 de la sequence nucieotidique de l'allele E 
representee sur la figure 1, notamment, lorsque le couple d'amorces utilise est choisi 
parmi les couples I/II, et plus particulierement le couple Ia/IIa, definis ci-dessus, le 
fragment de 71 paires de bases susmentionne, correspondant a la sequence 
nucieotidique delimitee par les nucleotides situes aux positions 1 et 71 de l'allele E 
representee sur la figure 2, et dont la detection, est correlable a la presence d'une 
forme allelique E dans l'echantillon etudie, (dans la mesure ou une sequence ampiifiee 
cpntenant au moins la sequence nucieotidique delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 285 et 669 de l'allele E represents sur la figure 1, telle que la sequence 
ampiifiee, lorsque le couple d'amorces utilise est choisi parmi les couples I/II, et plus 
particulierement le couple Ia/IIa, definis ci-dessus, correspondant au fragment de 461 
paires de bases de l'allele E susmentionne, est detectee apres I'etape d'amplification et 
avant celle de digestion enzymatique), 

. tout fragment d'ADN correspondant a une sequence nucieotidique delimitee 
d'une part, par un nucleotide situe en l'une des positions 1 a environ 285, et, d'autre 
part, par le nucleotide situe en position 327 de la sequence nucieotidique de l'allele e 
representee sur la figure 1, notamment, lorsque le couple d'amorces utilise est choisi 
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parmi les couples I/II, et plus particulierement le couple Ia/IIa, definis ci-dessus, le 
fragment de 91 paires de bases susmentionne, correspondant a la sequence 
nucleotidique delimitee par les nucleotides situes aux positions 1 et 91 de l' allele e 
representee sur la figure 2, et dont la detection est correlable a la presence d'une 
forme allelique e dans l'echantillon etudie. 

L'invention a plus particulierement pour objet tout procede d' identification tel 
que defini ci-dessus, caracterise en ce que la double digestion par les endonucleases 
de restriction BsrFl et AcH, des formes alleliques du gene E amplifiees, ou des 
fragments amplifies de ces formes alleliques, est effectuee dans les conditions 
suivantes : 

- 25 fi\ d'ADN (correspondant a 50 ng) des formes alleliques amplifiees du gene 
E, ou des fragments amplifies de ces dernieres, 

- 1 U d'enzyme BsrFl 

- 1 U d'enzyme Acil 

- 3 /xl tampon de digestion 10X 

- H2O q.s.p. 30 p\, 

et incubation de ce melange pendant 30 mn a 37°C. 

Avantageusement, la detection, dans le cadre des procedes d' identification 
susmentionnes de l'invention, des differentes formes alleliques amplifiees du gene £, 
ou des fragments amplifies de ces formes alleliques, ou des fragments d'ADN obtenus 
apres digestion enzymatique des formes alleliques ou fragments de ces dernieres 
susmentionnes, est effectuee : 

- par analyse de la taille des alleles ou fragments de ces derniers, ou des 
fragments de digestion susmentionnes, notamment par des techniques utilisant 
1'electrophorese dans un capillaire, ou 

- par visualisation de fragments de digestion susmentionnes, dans le cas ou ces 
derniers proviennent de la digestion enzymatique de formes alleliques amplifiees du 
gene E, ou des fragments amplifies de ces formes alleliques, eux-memes obtenus par 
amplification a Taide d'amorces dont Tune au moins est marquee, notamment de 
maniere radioactive ou fluorescente, cette amorce marquee etant hybridee avec une 
region des fragments de digestion en question, ou 

- par utilisation de sondes nucleotidiques, le cas echeant marquees de la maniere 
indiquee ci-dessus, s'hybridant specifiquement avec les alleles ou fragments de ces 
derniers, ou avec les fragments de digestion susmentionnes. 

L'invention a plus particulierement pour objet tout procede d' identification tel 
que defini ci-dessus, caracterise en ce que : 

- la detection d'un genotype comprenant une forme allelique Ej ou e dans 
l'echantillon biologique etudie, permet de certifier que ledit echantillon provient d'un 
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animal appartenant aux populations ou races bovines francaises suivantes : Aubrac, 
Blonde, Charolaise, Gasconne, Limousine, Maine-Anjou, Salers, 

- la detection du genotype e/e dans Techantillon biologique etudie, permet de 
certifier que ledit echantillon provient d'un animal appartenant a Tune des populations 
ou races bovines dont la robe contient une quantite variable de phaeomelanine, et 
comprenant principalement les populations bovines franchises suivantes : Blonde, 
Charolaise, Limousine, Maine-Anjou, Salers, 

- la detection des genotypes E/E ou E D /E®, de meme que T absence de detection 
de genotypes comprenant une forme allelique Ej ou e, dans Techantillon biologique 
etudie, permet de controler que les animaux sont supposes appartenir a Tune des 
populations ou races bovines francaises suivantes : Holstein (E D /E D ) et Normande 
(E/E), dans lesquelles les alleles Ej et e n'ont jamais ete rencontres a ce jour. 

Plus precisement, le procede d* identification tel que defini ci-dessus est 
caracterise en ce que : 

- la detection d'un genotype comprenant Tallele E& dans Techantillon 
biologique etudie, permet de certifier que ledit echantillon provient d'un animal 
appartenant a Tune des populations ou races bovines dites "noires", telles que les 
races Vosgienne, Holstein (ou Prim'Holstein), ou Salers Noire, 

- la detection d'un genotype comprenant 1' allele Ej dans Techantillon biologique 
etudie, permet de certifier que ledit echantillon provient d'un animal appartenant a 
Tune des populations ou races bovines suivantes : Aubrac, Gasconne, Parthenaise, ou 
Maraichine, 

- la detection d'un genotype comprenant Tallele e, mais ne comprenant pas 
Tallele Ej ou E® dans Techantillon biologique etudie, permet de certifier que ledit 
echantillon provient d'un animal appartenant a Tune des populations ou races bovines 
dites "rouges", telles que les races Salers, Maine Anjou, Bazadaise, Limousine, 
Charolaise, Blonde d'Aquitaine, ou Montbeliarde, 

- la detection du genotypes E/E, dans Techantillon biologique etudie, permet de 
controler que les animaux sont supposes appartenir principalement a la population ou 
race bovine francaise Normande. 

L'invention vise plus particulierement Tappiication des precedes d' identification 
decrits ci-dessus, au controle, voire la certification, de Torigine de produits derives 
des bovides, a savoir principalement des produits commerciaux tels que sperme, 
ovule, embryon, sang, viandes, carcasses, abats, os, ou autres produits derives des 
produits susmentionnes, sur lesquels sont preleves lesdits echantillons biologiques. 

L'invention a egalement pour objet tout kit (ou trousse) pour la mise en oeuvre 
d'un procede d' identification tel que decrit ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend 
au moins un couple d'amorces tel que defini ci-dessus, et plus particulierement un 
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couple d'amorces choisi parmi les couples I/II susmentionnes, avantageusement le 
couple Ia/IIa susmentionne. 

Avantageusement, les kits de 1' invention comprennent egalement: 

- une ADN polymerase thermoresistante, notamment de la Taq ADN 
polymerase, notamment a raison de 2 U, et/ou 

-' un milieu reactionnel obtenu a partir du tampon 10X, MgCl2, et des 4 
desoxynucleotides (dNTP) constitutifs des ADN (dCTP, dATP, dGTP, dTTP; 
notamment a raison de 2,5 mM chacun), et/ou 

- une ou plusieurs enzymes de restriction, et plus particulierement les enzymes 
Acil et Bsr¥l y notamment a raison d'l U chacune, et/ou, 

- une ou plusieurs sondes telles que definies ci-dessus. 

L' invention sera davantage illustree a 1'aide de la description detaillee qui suit 
de 1' identification de populations ou races bovines et de troupeaux bovins particuliers, 
par mise en oeuvre d'un precede de 1' invention tel que decrit ci-dessus effectue au 
moyen du couple d'amorces la et Ha susmentionne. 

1°) Extraction de 1'ADN 

Les cellules de l'echantillon en suspension dans un tampon TE (Tris- 
HC1 10 mM, EDTA 0,1 mM, pH 7,4) sont soumises a Taction conjuguee de la 
proteinase K (0,1 mg), de I'EDTA (25 mM, pH 8) et du SDS (0,5 % (p/v)). 
Apres incubation de 1 h a 50°C, une solution saturee de NaCl est ajoutee (0,5 
volume) et le melange est centrifuge 15 min a 20 OOOxg et a 4°C. Le surnageant 
est alors melange avec 3 volumes d'ethanol absolu pour precipiter TADN 
genomique. La "pelote" obtenue est recuperee par aspiration et lavee deux fois 
avec 5 ml d'ethanol a 70% (v/v). L'ADN est ensuite remis en suspension dans 
l'eau (100 ng//il) et conserve a 4°C. 

2°) Conditions d* amplification par la technique de PCR 

L'amplification specifique de la region d'interet du gene E {extension) 
est realisee avec les amorces "sens" (la) et "antisens" (11a). 

- sequences nucleotidiques des amorces : 
la : "sens" : 5' CCTGGCTGTGTCTGACCTGCTGGTG 3 ' 

I 

6-FAM 

Ha : "antisens" : 5' GATGAATGGGGCGCTGCCTCTTCTG 3 ' 
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les conditions d'amplification sont les suivantes : 
• Melange reactionnel 

ADN 2 fi\ 

Amorces (10 pmoI//il) 2 /xl de chaque 

dNTP (2,5 mM) 2 /xl 

MgCl2 (25 mM) 3 /xl 

Tampon 10X 5 /xl 

Taq DNA polymerase 0,2 /xl soit 2 U 

H2O q.s.p. 50 /xl 



Conditions d'amplification 

Denaturation 94 °C - 5 min 
Hybridation 60°C - 30 sec 

Elongation 72 °C - 1 min 



Denaturation 94°C 

Hybridation 

Elongation 



1 min 

60°C - 30 sec 
72°C - 1 min 



1 cycle 



35 cycles 



20 



Elongation 



72°C - 10 min 



1 cycle 



25 



A Tissue de la reaction, le melange est depose sur un gel d* agarose (1,2 
% (p/v)) afin d'isoler le produit ADN amplifie et le recuperer par elution dans 
un volume final de 30 /xl. 

3°) Digestion enzymatique du produit ADN amplifie 



30 



Le produit ADN est separe en deux fractions : 

• une fraction (5 /xl) destinee a 1' analyse directe de la taille. 

• une autre fraction est soumise a une double digestion par les 
endonucleases de restriction BsrFl etAcil dans les conditions suivantes : 



- 25 /xl de produit ADN 

- 1 U d' enzyme BsrFl 
35 - 1 U d'enzyme Acil 

- 3 /xl tampon de digestion 10X 

- H2O q.s.p. 30 /d. 

Le melange est incube 30 min a 37 °C. 
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4°) Analyse de la taille des ADN 

Les fragments ADU sont analyses a l'aide d'un systeme ABI PRISM 
310 Genetic Analyser (Perkin-Elmer), equipe d'un logiciel d'analyse genetique 
5 GeneScan. La separation des fragments ADN, prealablement denatures 3 min a 

95 °C en presence de formamide deionise, est effectuee par electrophorese dans 
un capillaire. Ce dernier est equipe d'une fenetre autorisant la mesure 
• simultanee de la quantite et de la taille des fragments par fluorescence de 
l'amorce sens. Ce dispositif est programmable sur plusieurs jours. 

10 

5) Resultats 

Les resultats sont indiques sur les tableaux I et II ci-apres, ainsi que sur la 
figure 3. 

15 

Tableau I : Genotypes observes pour quelques echantillons de diverses populations ou 
races bovines en France 

20 



Population 


Nombre 
d'individus 






Genotypes 








e 1 e 


E/E 


El Ei 


ED /ED 


El /Ei 


Aubrac 


27 


1 


2 


6 




18 


Blonde 


12 


12 










Charolaise 


11 


11 










Gasconne 


23, 




7 


9 




• 7 


Holstein 


10 








10 




Limousine 


13 


13 










Maine-Anjou 


10 


10 










Normande 


8 




8 








Salers 


15 


15 











Total individus : 129 

Comme nous Tavons vu ci-dessus, la presente invention resulte de la 
decouverte faite par les Inventeurs, dans les populations ou races Aubrac et 
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Gasconne, d'un allele du gene E (Extension), porteur d'une duplication de 12 
nucleotides (Figures 1 et 2). Cet allele est denomme provisoirement £/. 

En combinant les caracteristiques de cet allele avec celles des trois autres, 
5 a savoir E, E®, et e, les Inventeurs ont mis au point un procede rapide 

d' identification du genotype (les deux alleles parentaux) d'un individu pour le 
gene E. 

Les caracteristiques principals de ce procede d' identification sont basees : 
10 a - sur une amplification genomique (technique PCR) a l'aide de deux 

amorces specifiques, choisies en fonction des caracteristiques combinees des 
quatre alleles (Figure 2) : 

• 1' amorce "sens" est marquee par un fluorochrome 6-FAM (6- 
carboxyfluoresceine), fluorescent a 531 nm dans le bleu. 
15 • T amorce "antisens" est non fluorescente. 

b - sur Taction simultanee de deux endonucleases de restriction (BsrFl et 
Acil) sur le produit d' amplification PCR. 

c - et sur r analyse de la taille (exprimee en nombre de nucleotides) des 
fragments obtenus avant et apres digestion enzymatique. 

20 

Dans le cadrre d'une premiere etude (Tableau I), la combinaison des 
resultats d' analyse conduit a un profil combine des tallies de fragments 
distinguant les cinq genotypes rencontres. La technique permet de distinguer les 
dix genotypes possibles (Figure 3). On remarquera que parmi I'ensemble des 
25 genotypes possibles, seuls les genotypes e/e, E/E, E/Ej, eD/E® 7 Ej/Ej ont ete 

observes dans les populations bo vines franchises testees. Les genotypes de 
quelques echantillons ont ete etablis pour neuf populations ou races bovines 
franchises (Tableau I). 

30 Dans le cadre d'une deuxieme etude (Tableau II) realisee sur un plus 

grand nombre de races bovines differentes, et avec un nombre plus important 
d'individus par race que dans le cadre de la premiere etude/ I'ensemble des 
genotypes a ete observe a 1' exception du genotype Ej/E^. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation de sequences nucleotidiques correspondant aux differentes formes 
alleliques du gene Extension du genome bovin, encore designe gene E, ou 
correspondant a des fragments de ces differentes formes alleliques, pour la mise en 
oeuvre d'un procede d' identification des differentes populations ou races bovines, ou 
de differents troupeaux bovins regroupant chacun plusieurs populations ou races 
bovines. 

2. Utilisation de sequences nucleotidiques selon la revendication 1, lesdites 
sequences nucleotidiques correspondant a Fallele E } represents sur la figure 1 , ou a 
des fragments de l'allele E It en combinaison avec Ies sequences nucleotidiques 
correspondant aux differentes formes alleliques E, ZT 0 et e, representees sur la figure 
1, ou a des fragments de ces differentes formes alleliques. 

3. Utilisation de sequences nucleotidiques selon la revendication 1 bu la 
revendication 2, pour la mise en oeuvre d'une methode permettant de controler, voire 
de certifier, Tappartenance d'un animal a une population ou race bovine particuliere, 
ou a un troupeau bovin particulier, ou, au contraire, permettant de certifier 
i'exclusion de cet animal de cette population ou race, ou de ce troupeau particulier. 

4. Utilisation de sequences nucleotidiques selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que les populations ou races bovines ou troupeaux bovins sont 
d'origine franchise. 

5. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle correspond a l'allele Ej 
represente sur la figure 1, ou aux fragments suivants de T allele Ej : 

- tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par Ie 
nucleotide situe a la position 285 (plus ou moins deux nucleotides), et, d'autre part, 
par le nucleotide situe a la position 681 de la sequence nucleotidique de l'allele Ej 
representee sur la figure 1, notamment le fragment de 473 paires de bases de l'allele 
Ej represente sur la figure 2, 

- tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par un 
nucleotide situe entre les positions 1 et 285 (plus ou moins deux nucleotides), et, 
d'autre part, par le nucleotide situe a la position 307, de la sequence nucleotidique de 
l'allele Ej representee sur la figure 1, notamment le fragment de 92 paires de bases 
delimite par les nucleotides situes aux positions 1 et 92 de la sequence nucleotidique 
de l'allele Ej representee sur la figure 2, 
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- tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par le 
nucleotide sitae a la position 308 ou 328, et, d'autre part, par le nucleotide situe a la 
position 681 de la sequence nucleotidique de l'allele Ej representee sur la figure 1, 
notamment : . 

. tout fragment contenant la sequence nucleotidique delimitee, d'une part, par 
le nucleotide situe a la position 308 ou 328, et, d'autre part, par un nucleotide situe 
entre la position 691 (plus ou moins deux nucleotides), et la position 966 de la 
sequence nucleotidique de 1'allele Ej representee sur la figure 1, 

. le fragment de 381 paires de bases de 1'allele Ej, correspondant a la 
sequence nucleotidique de 1 'allele Ej representee sur la figure 2, et delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 93 et 473. 

6. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle correspond aux fragments 
suivants de l'allele EP : 

- le fragment de 461 paires de bases de l'allele E& represente sur la figure 2, 

- le fragment de 59 paires de bases de 1'allele correspondant a la sequence 
nucleotidique de 1' allele E D representee sur la figure 2, et delimitee par les 
nucleotides situes aux positions 1 et 59. 

7. - Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle correspond aux fragments 
suivants de 1'allele E : 

- le fragment de 461 paires de bases de T allele E represente sur la figure 2, 

- le fragment de 71 paires de bases de 1'allele E, correspondant a la sequence 
nucleotidique de 1'allele E representee sur la figure 2, et delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 1 et 71 , 

- le fragment de 369 paires de bases de 1'allele E y correspondant a la sequence 
nucleotidique de l'allele E representee sur la figure 2, et delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 93 et 461 . 

8. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle correspond aux fragments 
suivants de l'allele e : 

- le fragment de 460 paires de bases de l'allele e represente sur la figure 2, 

- le fragment de 91 paires de bases de l'allele e, correspondant a la sequence 
nucleotidique de l'allele e representee sur la figure 2, et delimitee par les nucleotides 
situes aux positions 1 et 91. 
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9. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle comprend : 

- la sequence nucleotidique la suivante ; 

la : 5 ' CCTGGCTGTGTCTGACCTGCTGGTG 3 ' 

ou tout fragment d'au moins environ 10 nucleotides contigus de cette sequence 
la, ou toute sequence derivee de cette sequence la, ou d'un fragment susmentionne de 
cette derniere, notamment par suppression et/ou substitution et/ou addition d'un ou 
plusieurs nucleotides de ces derniers, lesdits fragments ou sequences derivees 
s'hybridant, tout comme la sequence la, avec tout ou partie de la sequence 
nucleotidique complementaire des sequences nucleotidiques delimitees par les 
nucleotides situes aux positions 1 et 25, et representees sur la figure 2, des alleles E, 
e, E D y ou Ej, 

- la sequence nucleotidique Ua suivante ; 

Ha : 5' GATGAATGGGGCGCTGCCTCTTCTG 3 ' 

ou tout fragment d'au moins environ 10 nucleotides contigus de cette sequence 
Ha, ou toute sequence derivee de cette sequence Ila, ou d'un fragment susmentionne 
de cette derniere, notamment par suppression et/ou substitution et/ou addition d'un ou 
plusieurs nucleotides de ces derniers, lesdits fragments ou sequences derivees 
s'hybridant, tout comme la sequence Ila, avec tout ou partie des sequences 
nucleotidiques delimitees par les nucleotides situes aux positions 449 et 473 de 1' allele 
Ej 7 ou 436 et 461 des alleles E& et £, ou 435 et 460 de l'allele e, et representees sur 
la figure 2, 

10. Couples d'amorces, dont chacune des deux amorces comprend, 
independamment Tune de l'autre, environ 10 a environ 30 nucleotides, caracterises en 
ce qu'ils sont choisis de telle fagon que l'une des deux sequences d'un couple 
d'amorces s'hybride avec une sequence d'environ 10 a environ 30 nucleotides 
comprise dans la sequence nucleotidique complementaire de la sequence delimitee par 
les nucleotides situes aux positions 1 et environ 285 des sequences nucleotidiques des 
alleles E, e, E&, ou Ej, representees sur la figure 1, tandis que l'autre sequence de ce 
meme couple s'hybride avec une sequence d'environ 10 a environ 30 nucleotides 
comprise entre les nucleotides situes aux positions 670 et 954 des sequences 
nucleotidiques des alleles E ou E& representees sur la figure 1 , ou comprise entre les 
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nucleotides situes aux positions 669. et 953, ou 682 et 966 des sequences 
nucieotidiques representees sur la figure 1 des alleles e et Ej respectivement. 

11. Couples d'amorces pour famplification genique selon la revendication 10, 
caracterise en ce que : 

- Tune des amorces est choisie parmi les sequences comprenant la sequence la, 
ou tout fragment ou toute sequence derivee de cette derniere, selon la revendication 9, 
ladite amorce etant avantageusement marquee, notamment de maniere radioactive ou 
fluorescente, 

- tandis que l'autre amorce est choisie parmi les sequences comprenant la 
sequence Ila, ou tout fragment ou toute sequence derivee de cette derniere, selon la 
revendication 9. 

12. Precede d' identification de populations ou races bovines, ou de troupeaux 
bovins regroupant plusieurs populations ou races bovines, ledit procede etant effectue 
a partir d'un echantillon biologique preleve sur 1' animal, notamment a partir de 
sperme, embryon, sang, lait, poils, carcasse, ou viande, ou autres produits derives de 
ces derniers, et permettant de controler, voire de certifier, 1'appartenance ou la non- 
appartenance de 1' animal sur lequel a ete preleve ledit echantillon biologique a une 
population ou race bovine, ou a un troupeau bovin particuliers, ce procede 
comprenant : 

- une etape d'amplification du nombre de copies des differentes formes 
alleliques du gene Extension, a savoir des alleles £, et/ou e, et/ou E&\ et/ou Ej y et/ou 
des fragments de ces formes alleliques, specifiques d'une population ou race bovine 
ou d'un troupeau determines, et susceptibles d'etre presents dans ledit echantillon 
biologique, 

- une etape de detection desdites formes alleliques ou fragments de ces 
dernieres, le cas echeant apres digestion enzymatique de ces formes alleliques ou 
fragments, a l'aide d'enzymes de restriction appropriees, 

- le cas echeant, la detection d'un ou plusieurs autres fragments d'ADN 
specifiques de populations ou races bovines determinees, afin de differencier lesdites 
populations ou races bovines au sein d'un meme cheptel, notamment de fragments 
d'ADN provenant de V amplification de genes ou de parties des genes impliques dans 
la coloration des robes des bovides. 

13. Procede d' identification selon la revendication 12, caracterise en ce que 
Tetape d'amplification du nombre de copies des differentes formes alleliques du gene 
£, ou des fragments de ces formes alieliques, est effectue a l'aide d'un couple 
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d'amorces selon la revendication 10, permettant I' amplification du nombre de copies 
de tout allele E, e, ou Ej, represented sur la figure 1, ou du nombre de copies de 
tout fragment des alleles e, EP , ou E\ y susmentionnes, lesdits fragments 
comprenant au moins les sequences nucleotidiques delimiters par les nucleotides 
situes aux positions 285 et 669 sur la figure 1, dans le cas des alleles E et E D , ou au 
moins la sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides situes aux positions 285 
et 668 sur la figure 1, dans le cas de l'allele e, ou au moins la sequence nucleotidique 
delimitee par les nucleotides situes aux positions 285 et 681 sur la figure 1, dans le 
cas de l'allele £7. 

14. Procede d' identification selon la revendication 13 ou la revendication 14, 
caracterise en ce que 1'etape d' amplification du nombre de copies des differentes 
formes alleliques du gene £, et/ou des fragments de ces formes alleliques, est effectue 
a 1'aide d'un couple d'amorces selon la revendication 11, permettant 1' amplification 
du nombre de copies des fragments de 461 paires de bases des alleles E et E®, ou du 
fragment de 460 paires de bases de l'allele e, ou du fragment de 473 paires de bases 
de T allele £/, ces fragments etant representes sur la figure 2. 

15. Procede d' identification selon Tune des revendications 12 a 14, caracterise 
en ce que la detection, apres I'etape d'amplification, d'une sequence amplifiee 
contenant au moins la sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides situes aux 
positions 285 et 681 de l'allele Ej represents sur la figure 1, telle que la sequence 
amplifiee, lorsque le couple d'amorces utilise est le couple Ia/lla selon la 
revendication 12, correspondant au fragment de 473 paires de bases de V allele Ej 
selon la revendication 6, a savoir d'une sequence amplifiee dont la taille est 
superieure de 12 ou de 13 paires de bases par rapport a la taille theorique des autres 
sequences susceptibles d'etre amplifiees respectivement a partir des alleles E et E^ t 
ou de l'allele e y a l'aide du couple d'amorces utilise, correspond a la detection de la 
presence d'une forme allelique E] dans l'echantillon etudie. 

16. Procede d' identification selon Tune des revendications 12 a 15, caracterise 
en ce qu'il comprend, apres 1'etape d'amplification, et le cas echeant, de detection de 
l'allele Ej : 

- une etape de digestion enzymatique a l'aide des enzymes de restriction Acil et 
BsrH des differentes formes alleliques du gene £, ou des fragments de ces formes 
alleliques, ayant ete amplifies, 
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- suivie d'une etape de detection des eventuels differents fragments d'ADN 
susceptibles d'etre obtenus apres traitement par lesdites enzymes, a savoir des 
fragments d'ADN suivants :'* 

. tout fragment d'ADN correspondant a une sequence nucleotidique delimitee 
d'une part, par un nucleotide situe en Tune des positions 1 a environ 285, et, d'autre 
part, par le nucleotide situe en position 295 de la sequence nucleotidique de Tallele 
representee sur la figure 1, notamment, lorsque Ie couple d'amorces utilise est 
choisi parmi ies couples I/II, et plus particulierement le couple Ia/IIa selon la 
revendication 11, le fragment de 59 paires de bases de Tallele eP selon la 
revendication 6, et dont la detection est correlable a la presence d'une forme allelique 
dans Techantilion etudie, 

. tout fragment d'ADN correspondant a une sequence nucleotidique delimitee 
d'une part, par un nucleotide situe en Tune des positions 1 a environ 285, et, d'autre 
part, par Ie nucleotide situe en position 307 de la sequence nucleotidique de 1' allele E 
representee sur la figure 1, notamment, lorsque le couple d'amorces utilise est choisi 
parmi Ies couples I/II, et plus particulierement le couple Ia/IIa selon la revendication 
11, le fragment de 71 paires de bases selon la revendication 7, correspondant a la 
sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides situes aux positions 1 et 71 de 
Tallele E representee sur la figure 2, et dont la detection, est correlable a la presence 
d'une forme allelique E dans l'echantillon etudie, 

. tout fragment d'ADN correspondant a une sequence nucleotidique delimitee 
d'une part, par un nucleotide situe en Tune des positions 1 a environ 285, et, d'autre 
part, par le nucleotide situe en position 327 de la sequence nucleotidique de Tallele e 
representee sur la figure 1, notamment, lorsque le couple d'amorces utilise est choisi 
parmi les couples I/II, et plus particulierement le couple Ia/IIa selon la revendication 
11, le fragment de 91 paires de bases selon la revendication 8, correspondant a la 
sequence nucleotidique delimitee par les nucleotides situes aux positions 1 et 91 de 
Tallele e representee sur la figure 2, et dont la detection est correlable a la presence 
d'une forme allelique e dans l'echantillon etudie. 

17. Procede d' identification selon Tune des revendications 12 a 16, caracterise 
en ce que : 

- la detection d'un genotype comprenant Tallele eP dans Techantilion 
biologique etudie, permet de certifier que ledit echantilton provient d'un animal 
appartenant a Tune des populations ou races bovines dites "noires", telles que les 
races Vosgienne, Holstein, ou Salers Noire, 

- la detection d'un genotype comprenant Tallele Ej dans Techantilion biologique 
etudie, permet de certifier que ledit echantillon provient d'un animal appartenant a 
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Tune des populations ou races bovines suivantes : Aubrac, Gasconne, Parthenaise, ou 
Maraichine, 

- la detection d'un genotype comprenant Tallele e, mais ne comprenant pas 
l'allele Ej ou dans I'echantillon biologique etudie, permet de certifier que ledit 

5 echantillon provient d'un animal appartenant a l'une des populations ou races bovines 

dites "rouges", telles que les races Salers, Maine Anjou, Bazadaise, Limousine, 
Charolaise, Blonde d'Aquitaine, ou Montbeliarde, 

- la detection du genotypes E/E, dans Techantillon biologique etudie, permet de 
cqntroler que les animaux sont supposes appartenir principalement a la population ou 

10 race bovine francaise Normande. 

18. Kit pour la mise en oeuvre d'un procede selon l'une des revendications 12 a 
17, caracterise en ce qu'il comprend au moins un couple d'amorces selon la 
revendication 10 ou 11. 
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Allele E ATGCCTGCACTTGG CTCCC AG AGGCGGCTGCTGGGCTC CCTTAACTGC ACG CC CCC AG CC 60 

Allele e ATGCCTGCACTTGG CTCCCAGAGGCGGCTGCTGGGTTCCCTTAACTGCACGCCCCCAGCC 60 

Allele eP ATGCCTGCACTTGGCTCCCAGAGGCGGCTGCIWGTTCCCTTAACTGCACGCCCCCAGCC 60 

Allele E x ATGCCTGCACTTGGCTCCCAGAGGCGGCTGCTGGGTTCCCTTAACTGCACGCCCCCAGCC 60 

Allele E ACCCTCCCCI^CACCCTGGCCCCCAACCGGACGGGGCCCCAGTGCCTGGACXSTC 120 

Allele EP ACCCTCCCCTTCACCCTGGCCCCCAACCGGACGGGGCCCCAGTGCCTGGAGGTGTCCATC 120 

Allele E 1 ACCCTCCCCTTCACCCTGGCCCCCAACCGGACGGGGCCCCAGTGCCTGGAGGTGTCCATC 120 

Allele E CCTGACGGGCTCTTTCTCAGCCTGGGGCTGGTGAGTCTCGTGGAGAACGTGCTGGTAGTG 180 

Allele e CCTGACGGGCTCTTTCTCAGCCTGGGGCTAGTGAGTCTCGTGGAGAACGTGCTGGTAGTG 180 

Allele EP CCTGACGGGCTCTTTCTCAGCCTGGGGCTCGTGAGTCTCGTGGAGAACGTGCTGGTAGTG 180 

Allele E 2 CCTGACGGGCTCTTTCTCAGCCTGGGGCTGGTGAGTCTCGTGGAGAACGTGCTGGTAGTG 180 

Allele E GCTGCCATTGCCAAGAACCGC^CCTGCACTCCCCCATGTACTACrTTATCTGCTGCCTG 240 

Allele e GCTGCCATTGCCAAGAACCGC^CCTCCACrcCCCCATGTACTACTTTATCT 240 

Allele EP GCTGCCATTGCGAAGAGCCX5CAACCTGCACTCCO^CATGTACTACTTTATCT 240 
Allele E x GCTGCCATTGCCAAGAACCGCAACCTGCACTCCCCCATGTACTACTTTATCTGCTGCCTG 2 40 



Allele E 

Allele e 

Allele Ep 

Allele E 1 

Allele E 
Allele e 

Allele EP 
Allele E 2 



GCTGTGTCTGACTTGCTGGTGAGCGTCAGCAACGTGCTGGAGACGGCAGTCATGC TGCTG 300 
GCTGTGTCTGACTTGCTGGTGAGCGTCAGCAACGTGCTGGAGACGGCAGTCATGC TGCTG 300 

GCTGTGTCTGACTTGCTGGTGAGCGTCAGCAACGTGCTGGAGACGGCAGTCATGC CGCTG 300 
GCTGTGTCTGACTTGCTGGTGAGCGTCAGCAACGTGCTGGAGACGGCAGTCATGC TGCTG 300 



Act\ 



CTGGAGGCC GGTGTCCTGGCCACCC AGGCGGCCGTGGTGC AGCAGCTGG AC AATGTC ATC 3 60 
CTGGAGGCC -GTGTCCTGGCCACCC AGGCGGCCGTGGTGC AGCAGCTGG AC AATGTC ATC 359 
CTGGAGGCC GGTGTCCTGGCCACCC AGGCGGCCGTGGTGC AGCAGCTGG AC AATGTC ATC 3 60 
CTGGAGGCC GGTGTCCTGGCCACCCAGGCGGCCGTGGTGCAGCAGCTGC AC AATGTC ATC 3 60 
Bsrfl 
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Allele E GACC7TGCTCATCTGCGGATCCATGGTGTCCAGCCTCTGCTTCCTGGGTGCCATTGCTGTG 420 

Allele e GACGTGCTCATCTGCGGATCCATGGTGTCCAGCCTCTGCTTCCTGGGTGCCATTGCTGTG 419 

Allele E° GACGTGCTCATCTGCGGATCCATGGTGTCCAGCCTCTGCTTCCTGGGTGCCATTGCTGTG 420 

Allele E x GACGTGCTCATCTGCGGATCCATGGTGTCCAGCCTCTGCTTCCTGGGTGCCATTGCTGTG 420 

Allele E GACCGCTACATCTCCATCTTCTACGCCCTGCGGTACCACAGTGTTGTGACACTGCCCCGA 480 

Allele e GACCGCTACATCTCCATCTTCTACGCCCTGCGGTACCACAGTGTTGTGACACTGCCCCGA 479 

Allele E° GACCGCTACATCTCCATCTTCTAC^CCCTGCGGTACCACAGTGTTGTGACACTGCCCCGA 480 

Allele E x GACCGCTACATCTCCATCTTCTACGCCCTGCGGTACCACAGTGTTGTGACACTGCCCCGA 480 

Allele E GCGTGGAGGATCATTGCGGCCATCTGGGTGGCCAGCATCCTCACCAGCCTGCTCTTCATC 540 

Allele e GCGTGGAGGATC ATTGCGGCCATCTGGGTGGCCAGCATCCTC ACCAG CCTG CTCTTC ATC 539 

Allele E° GCGTGGAGGATCATTGCGGCCATCTGGGTGGCCAGCATCCTCACCAGCCTGCTCTTCAT^ 540 

Allele E x GCGTGGAGGATCATTGCGGCCATCTGGGTGGCCAGCATCCTCACCAGCCTGCTCTTCATC 540 

Allele E ACCTACTACAACCACAAGGTCATCCTGCTGTGCCTCGTTGGCCTCTTCATAGCTATGCTG 600 
Allele e ACCTACTACAACCACAAGGTCATCCTGCTGTGCCTCGTTGGCCTCTTCATAGCTATGCTG 599 

Allele eP ACCTACTACAACCACAAGGTCATCCTGCTGTGCCTCGTTGGCCTCTTCATAGCTATGCTG 600 

Allele E 2 ACCTACTACAACCACAAGGTCATCCTGCTrGTGCCTCGTTGGCCTCTTCATAGCTATGCTG 600 

Allele E GCCCTGATGGCCGTCCTCTACGTCCACATGCTGGCCCGGGCCTGCCAGCATGCCCGGGGC 660 

Allele e GCCCTG ATGG CCGTCCTCTACGTCCAC ATG CTGGCCCGGGCCTGCGAGC ATG CC CGGGG C 659 

Allele EP GCCCTGATGGCCGTCCTCTACGTCCACATGCTGGCCCGGGCCTGCCAGCATGCCCGGGGC 660 

Allele E x GCCCTGATGGCCGTCCTCTACGTCCACATGCTGGCCCGGGCCTGCCAGCATGCCCGG GGC 660 

Allele £ . - ATTGCCCGG . CTCCAGAAGAGGCAGCGCCCCATTCATCAGGGCTTTGGC 708 

Allele e: ATTGCCCGG CTCCAGAAGAGGCAGCGCCCCATTCATCAGGGCTTTGGC 707 

Allele EP ATTGCCCGG CTCCAGAAGAGGCAGCGCCCCATTCATCAGGGCTTTGGC 708 

Allele E ± ATTGCCCGG GGCATTGCCCGGCTCCAGAAGAGGCAGCGCCCCATTC ATC AGGGCTTTGGC 7 20 
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Allele e CTC AAGGG CG CTGCC ACCCTC ACC ATCCTGCTGGGCGTCT TCTTCCTCTGCTGGGG CCCC 767 

Allele £° CTCAAGGGCGCTGCCACCCTCACCATCCTGCTGGGCGTCTTCTTCCTCTGCTGGGGCCCC 768 

Allele E x CTCAAGGGCGCTGCCACCCTCACCATCCTGCTGGGCGTCTTCTTCCTCTGCTGGGGCCCC 7 80 

Allele E TTCTTCCTGCACCTCTCGCTCATCGTCCTCTGCCCCCAGCACCCCACCTGTGGCTGCATC 828 

Allele e TTCTTCCTGCACCTCTCGCTCATCGTCCTCTGCCCCCAGCACCCCACCT^ 827 

Allele EP TCCTTCCTGCACCTCTCGCTCATCGTCCTCTGCCCCCAGCACCCCACCTGTGGCTGCATC 828 

Allele E 2 TTCTTCCTGCACCTCTCGCTCATCGTCCTCTGCCCCCA 840 

Allele E TTCAAGAACTTCAACCTCTTCCTGGCCCTCATCATTTGCAACGCCATTGTGGACC 888 

Allele e TTCAAGAACTTCAACCTCTTCCTGGCCCTCATCATTTGCAACGCCATTGTGGACCCCCTC 887 

Allele EP TTCAAGAACTTCAACCTCTTCCTGGCCCTCATCATTTGCAACGCCATTGTGGACCCCCTC 888 

Allele E} TTCAAG AACTTCAACCTCTT CCTGGCCCTC ATGATTTGC AACGCC ATTGTGG ACCCCCT C 900 



Allele E ATCTATGCCTTCCGCAGCCAGGAGCTCCGGAAGACGCTCCAAGAGGTGCTGCAGTGCTCC 948 

Allele e ATCTATGCCTTCCGCAGCCAGGAGCTCCGGAAGACGCTCCAAGAGGTGCTGCAGTGCTCC 947 

Allele E° ATCTATGCCTTCCGCAGCCAGGAGCTCCGGAAGACGCTCCAAGAGGTGCTGCAGTGCTCC 948 

Allele E x ATCTATGCCTTCCGC AGC CAGG AGCTCCGG AAGACGCTC CAAG AGGTGCTGC AGTG CTCC 9 60 



Allele E TGGTGA 954 

Allele e TGGTGA 953 

Allele EP TGGTGA 954 

Allele E x TGGTGA 9 66 
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Acii (59pb) 

Sens 

Al lele E j CCTGGCTGTGTCTGACTTGCTGGTG AGCGTCAGCAACGTGCTGGAGACGGCAGTC ATGCT 

Allele E D CCTGGCTGTGTCTGACTTGCTGGTGAGCGTCAGCAACGTGCTGGAGACGGCAGTCATGCC 

Allele £" CCTGGCTGTGTCTGACTTGCTGGTGAGCGTCAGCAACGTGCTGGAGACGGCAGTCATGCT 

Allele e CCTGGCTGTGTCTGACTTGCTGGTGAGCGTCAGCAACGTGCTGGAGACGGCAGTCATGCT 

Bsrfi (71 pb) Acil (91 ou 92 pb) 

Allele E x GCTGCTGGAGGCCGGTGTCCTGGCCACCCAGGCGGCCGTGGTGCAGCAGCTGGACAATGT 

Allele E D GCTGCTGGAGGCCGGTGTCCTGGCCACCCAGGCGGCCGTGGTGCAGCAGCTGGACAATGT 

Allele E GCTGCTGGAGGCCGGTGTCCTGGCCACCCAGGCGGCCGTGGTGCAGCAGCTGGAC AATGT 

Al lele e GCTGCTGGAGGCCG-TGTCCTGGCCACCCAGGCGGCCGTGGTGCAGCAGCTGGACAATGT 

Allele Ej CATCGACGTGCTCATCTGCGGATCCATGGTGTCCAGCCTCTGCTTCCTGGGTGCCATTGC 

Allele E D CATCGACGTGCTCATCTGCGGATCCATGGTGTCCAGCCTCTGCTTCCTGGGTGCCATTGC 

Allele E CATCGACGTGCTC ATCTGCGGATCCATGGTGTCCAGCCTCTGCTTCCTGGGTGCCATTGC 

Allele e CATCGACGTGCTCATCTGCGGATCCATGGTGTCCAGCCTCTGCTTCCTGGGTGCCATTGC 

Allele E x TGTGGACCGCTACATCTCCATCTTCTACGCCCTGCGGTACCACAGTGTTGTGACACTGCC 

Allele E° TGTGGACCGCTACATCTCCATCTTCTACGCCCTGCGGTACCACAGTGTTGTGACACTGCC 

Allele E TGTGGACCGCTACATCTCCATCTTCTACGCCCTGCGGTACCACAGTGTTGTGACACTGCC 

Allele e TGTGG ACCGCTAC ATCTCC ATCTTCT ACGCCCTGCGGTACCAC AGTGTTGTG AC ACTGCC 

Al le le CCGAGCGTGGAGGATC ATTGCGGCC ATCTGGGTGGCC AGCATCCTC ACCAGCCTGCTCTT 

Allele eP CCGAGCGTGGAGGATCATTGCGGCCATCTGGGTGGCCAGCATCCTCACCAGCCTGCTCTT 
Al lele E CCGAGCGTGGAGGATCATTGCGGCCATCTGGGTGGCCAGCATCCTCACC AGCCTGCTCTT 
Allele e CCGAGCGTGGAGGATCATTGCGGCCATCTGGGTGGCCAGCATCCTCACCAGCCTGCTCTT 

Allele £j CATCACCTACTACAACCACAAGGTCATCCTGCTGTGCCTCGTTGGCCTCTTCATAGCTAT 

Allele E D CATCACCTACTACAACC ACAAGGTCATCCTGCTGTGCCTCGTTGGCCTCTTC ATAGCTAT 
Allele £ CATCACCTACTACAACCACAAGGTCATCCTGCTGTGCCTCGTTGGCCTCTTCATAGCTAT 
Allele e CATCACCTACTACAACCACAAGGTCATCCTGCTGTGCCTCGTTGGCCTCTTC ATAGCTAT 

Allele E 1 GCTGGCCCTGATGGCCGTCCTCTACGTCCACATGCTGGCCCGGGCCTGCCAGCATGCCCG 

Allele E D GCTGGCCCTGATGGCCGTCCTCTACGTCCACATGCTGGCCCGGGCCTGCCAGCATGCCCG 
Allele E GCTGGCCCTGATGGCCGTCCTCTACGTCCACATGCTGGCCCGGGCCTGCCAGCATGCCCG 
Allele e GCTGGCCCTGATGGCCGTCCTCTACGTCCACATGCTGGCCCGGGCCTGCCAGCATGCCCG 

Allele E x GGGCATTGCCCGGGGCATTGCCCGGCTCCAGAAGAGGCAGCGCCCCATTCATC 4 73 

Allele E° GGGCATTGCCCGG CTCCAGAAGAGGCAGCGCCCCATTCATC 461 

Allele E GGGCATTGCCCGG CTCCAGAAGAGGCAGCGCCCCATTCATC 461 

Allele e GGGCATTGCCCGG CTCCAGAAGAGGCAGCGCCCCATTCATC 4 60 
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